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論文内容の要旨
【目的】
細胞死は形態的にアポトーシスとネクローシスに分類される。アポトーシスは、不要な細胞、生体にとって害とな
る細胞を取り除くための生理的な細胞死であるのに対し、ネクローシスは炎症を惹起し、生体にとって不利に働く細
胞死であると考えられている o これまでアポトーシスの過程で起こる細胞質や核の凝縮、染色体 DNA の断片化など
の細胞内現象に関わる分子が同定されてきたが、ネクローシスの細胞内分子メカニズムに関する知見は極めて乏し L 、。
私は、 Fas の下流でネクローシスを誘導するシグナル伝達経路の存在を明らかにし、 Fas の活性化によるネクローシ
ス誘導の分子機構の解明を目的とした。
【方法ならびに成績】
Fas を介するアポトーシスのシグナル伝達は、 3 量体化した Fas にアダプタ一分子 FADD が会合し、さらに
FADD にカスパーゼ 8 の前駆体が会合することで Death inducing signaling complex (DISC) が形成されることに
はじまるo DISC 上でカスパーゼ 8 は活性化され、下流のシグナルが伝達される。最近、我々の研究室でアゴニスティッ
ク抗 Fas 抗体によるアポトーシス刺激に強い抵抗性を示す Jurkat 細胞の subline を見つけた。この抵抗性の原因を
調べたところアポトーシス伝達の主要な構成分子カスパーゼ 8 の発現がないことが示された。しかしながら、このカ
スパーゼ 8 欠損細胞株に FK506-binding protein (FKBP) と FADD を連結したキメラ分子 (FKBP-F ADD) を
導入し、 FKBP の架橋により FADD の多量体化を行うと細胞は死滅した。この細胞死を生化学的に解析すると、下
流のカスパーゼの活性化がないことおよび染色体 DNA の断片化を伴わないことがわかり、カスパーゼ非依存的な細
胞死であると結論づけた。また、この細胞死の形態変化を電子顕微鏡で観察したところ、親株の Jurkat 細胞に
FKBP-FADD を導入し FADD の多量体化で細胞死を誘導すると典型的なアポトーシスになるのに対し、カスパー
ゼ 8 欠損細胞株では典型的なネクローシスになることがわかった。従って、 FADD の多量体化はネクローシスを誘
導すること、この過程はカスパーゼ非依存的であると結論づけられた。
FADD の多量体化によるカスパーゼ非依存的な細胞死でミトコンドリアの膨潤が認められ、その細胞死にミトコ
ンドリアの機能障害が関与していることが強く示唆された。そこでこの細胞死の過程におけるミトコンドリア膜電位
の変化を、膜電位に依存してミトコンドリア内に取り込まれる蛍光色素を用いて FACS で解析した。その結果、ネ
クローシスの過程では、アポトーシスに伴う膜電位の変化より強い膜電位の消失が起こっていることが示された。ま
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た、アポトーシスではミトコンドリアから cytochrome C が遊離し、これがカスパーゼ 3 を活性化することが明ら
かにされているが、 FADD を介したネクローシスではミトコンドリア膜電位が消失しているにも関わらず、
cytochrome C は遊離しないことが示された。さらに抗酸化剤に属する PDTC (pyrrolidine dithiocarbamate) が特
異的にこのネクローシスの過程を抑制し、ネクローシスではアポトーシスとは全く異なるシグナル伝達を介している
ことが示唆された。次に、 Fas を大量に発現するカスパーゼ発現細胞株を用いて、この細胞の Fas による細胞死は
カスパーゼの阻害剤のみでは抑制されないこと、カスパーゼの阻害剤と上記の抗酸化剤の共存下ではじめて抑制され
ることが示され、 Fas からの細胞死のシグナル伝達ではアポトーシス、ネクローシス両方のシグナル経路が活性化さ
れうることが明らかとなった。
【総括】
Fas はこれまで細胞内にアポトーシスのシグナル伝達のみを伝えると考えられてきた。しかし、本研究により、
Fas はカスパーゼに依存しないネクローシスのシグナルも伝達しうることが明らかとなった。
論文審査の結果の要旨
細胞死は形態学的にアポトーシスとネクローシスに分類される。アポトーシスは細胞質や核の凝縮、染色体 DNA
の断片化等の特徴的な形態変化を伴い、 Fas を始めとしてその細胞内分子機構が詳細に解析されているo 一方、ネク
ローシスは非生理的な細胞死と位置づけられ、その分子機構は不明である。
最近の研究結果よJ? Fas のアダプタ一分子である FADD の多量体化によりカスパーゼ非依存的にネクローシスが
誘導されることが明らかとなっていた。本研究はその細胞死の詳細な生化学的解析により、アポトーシス、ネクロー
シスの両方のシグナルが FADD の共通のドメインを共有していること、チトクローム C の遊離のないミトコンドリ
アの機能障害を伴うことを示した。また、抗酸化剤の PDTC (pyrrolidine dithiocarbamate) が特異的にこのネク
ローシスの過程を制御することを見いだし、ネクローシスではアポトーシスとは全く異なるシグナル伝達を介してい
ることを示唆した。さらに Fas で活性化される細胞死においてもカスパーゼ非依存的にネクローシスが誘導される
ことを明らかにした。
Fas はこれまで細胞内にアポトーシスのシグナル伝達のみを伝えると考えられてきたが、本研究は Fas の下流で
ネクローシスを誘導するシグナル伝達経路の存在を明らかとし、学位の授与に値すると考えられる。
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